© 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office eu rope en des brevets 




l 



© Numero de publication: 0 412 880 A2 



© 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Numero de dep6t: 90402217.5 
@ Date de depot: 02.08.90 



© int.Ci.5 : C12P 17/02, C07D 307/32, 
C07D 309/30 



© Priorite: 04.08.89 IT 6768889 

@ Date de publication de la demande: 
13.02.91 Bulletin 91/07 

© Etats contractants designes: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

© Demandeur: PERNOD-RICARD 
142, Boulevard Haussmann 
F-75008 Paris(FR) 

© Inventeur: Cardillo, Rosanna 
Via Pietro da Cortona 7 
Milan(IT) 

Inventeur: Fuganti, Claudio 
Via G.V. Nazari 8 
Milan(IT) 



Inventeur: Barbeni, Massimo 

Via Baretti 19 

Turin(IT) 

Inventeur: Cabella, Paolo 
Corso SommeHier 17 
Turin(IT) 

Inventeur: Guarda, Pier Antonio 
Regione Mandria 20 
1-10040 Druento Turin(IT) 
Inventeur: Gianna, Allegrone 
Via Tofane 44 
1-10141 Turin(IT) 



© Mandataire: Schrimpf, Robert et ai 

Cabinet Regimbeau 26, Avenue. Kleber 
F-75116 Paris(FR) 



© Procede de production microbiologique des gamma- et delta-lactones. 



® Procede de production de gamma- ou delta-lactones selon la formule generate 



/ \ 

R - CH C 



(I) 



dans laquelie R est une chaTne alkylique lineaire saturee, mono- di- ou tri-insaturee comprenant de 2 a 10 
atomes de carbone et dans laquelie Ri est alkylene comprenant 2 ou 3 atomes de carbone, comportant 
I'operation consistant a cultlver, dans un substrat comprenant un hydroxyde ou hydroperoxyde d'acide linoleique 
ou d'acide linolenique, de leurs esters ou de leurs glycerides ou d'un derive d'acide oleique obtenu par photo- 
oxygenation d'acide oleique ou auto-oxydation de matieres grasses qui en contiennent, un micro-organisme 
capable d'effectuer des oxydations en beta dudit substrat. 
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PROCEDE DE PRODUCTION MICROBIOLOGIQUE DES GAMMA- ET DELTA-LACTONES. 



La presents invention concerne un procede microbiologique pour la preparation de gamma- ou delta- 
lactones selon la formule generale : 



/ \ 
R - CH C ■> O 



(I) 



10 

dans laquelle R est une chaTne alkylique lineaire saturee, mono-, di- ou tri-insaturee comprenant de 2 a 10 
atomes de carbone et Ri est alkylene comprenant 2 ou 3 atomes de carbone. 

De nombreuses lactones de la formule generale (I) citee ci-dessus sont presentes dans de nombreux 
aflments et, par consequent, jouent un role tres important dans I'industrle des aromes. De telles lactones 
75 sont decrites, par exemple, par S. Arctander dans "Perfume and Flavor Chemicals", vol. I et II, Montclair, 
N.J. (USA), 1969. 

Ces substances sont generalement dotees d'une activite optique, mais, com me ii resulte de recentes 
etudes analytiques (cfr. Schuring, Bioflavour 1987, P. Schreier Ed.; de Gruyter. Berlin, 1988, page 35; A. 
Mosandl et al., ibidem page 55), la purete* optique et la configuration absolue d'un meme compose peuvent 
20 varier en fonction de la source naturelle de laquelle il a ete isole. 

Les composes indiques ci-dessus sont importants du point de vue industriel, mais I'isolement des 
sources naturelles n'est pas praticable d'un point de vue economique, etant donne la faible concentration a 
laquelle ils sont presents a I'etat naturel. 

En revanche, la production par degradation microbiologique de precurseurs biosynthetiques avances 
25 est plus avantageuse. A cet effet, le brevet USA n° 4 560 656 decrit un procede pour la production du (R) 
gamma-decanolide a partir d'acide ricinoleique naturel iorsqu'il est mis en contact avec des micro- 
organ ismes appartenant pour la plupart au Candida . La demande de brevet EP-A-258 993 decrit la 
production d'un gamma-decanolide optiquement actif, par culture des micro-organismes Sporobolomyces 
odorus ^ Rhodotorula glutinis . D'autres micro-organismes capables de produire le (R) gamma-decanolide 
30 et !e (R) gamma-octanolide dans un milieu de culture comprenant une huile vegetale sont decrits dans la 
demande de brevet italienne n° 67742- A/88 qui constitue une note technique uniquement en regard de 
i'article 1 4, paragraphe 3 de la ioi sur les brevets italiens. 

Conformement a la presente invention, on a obtenu des cultures de micro-organismes qui sont 
capables de degrader en lactones conformes a la formule generale (I) citee ci-dessus les hydroxydes ou 
35 hydroperoxydes d'acides lineaires insatures naturels ayant un carboxyle soit libre, soit esterifie, sous une 
forme optiquement active ou racemique. 

L'objet de la presente invention est done un procede pour la preparation de gamma- ou delta-lactones 
selon la formule generale (I), dans laquelle R et Ri ont la signification definie plus haut comportant 
I'operation consistant a cultiver, dans un substrat contenant un compose choisi dans le groupe constitue 
40 des hydroxydes et hydroperoxydes d'acide linoleique et d'acide iinolenique, de ieurs esters avec les 
alcools inferieurs en Ci-C*. de Ieurs glycerides et des melanges de tels composes, un micro-organisme 
capable d'effectuer une oxydation en beta desdits composes. 

Les hydroxydes et hydroperoxydes d'acide linoleique et d'acide Iinolenique utiles pour la mise en 
oeuvre de la presente invention sont illustres au tableau I qui suit, accompagnes des lactones que I'on peut 
45 obtenir a la suite de leur degradation par voie microbiologique. 
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HYDROXYDES ET HYDROPEROXIDES D'ACIDE LINOLEIOUE ET 
D'ACTDE LINOLENIOUE ET LACTONES POUVANT EN RESULTER. 
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(9) 



OR 



(10) idem 
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(20) idem idem 

75 De tels composes peuvent etre utilises dans le cadre du procede, soit sous une forme racemique, soit 
sous une forme optiquement active. 

De tels composes peuvent etre obtenus a partir de matieres premieres facilement disponibies selon 
des procedes connus. En partlculier, des melanges d'hydroperoxydes sous une forme racemique sont 
obtenus par photo-oxygenation d'acide linoleique ou d'acide linoienique, libre ou esterifie, avec des alccols 

20 inferieurs de 1-4 atomes de carbone ou des glycerides qui les contiennent. La photo-oxygenation est 
effectuee dans un solvant approprie en presence d'un photoactivateur naturel, com me decrit amplement 
dans la technique. A ce propos, se referer au texte "The Lipid Handbook", Chapman & Hall, Londres, 1986, 
page 453. 

Les hydroperoxydes des formules (1) et (7) (tableau I) sont accessibles sous une forme optiquement 
25 active par lipo-oxygenation, au moyen de iipo-oxygenases naturelles. En particulier, I'utilisation de Iipo- 
oxygenases de soja permet d'obtenir en mode exclusif Thydroperoxyde de la formule (7), avec la 
configuration (S) (H. D. Belitz & W. Grosch, Food Chemistry, Springer Verlag, 1987, pages 164-171). 

Dans le cadre de la presente invention, I'utilisation d'hydroxydes est preferee a celle des hydroperoxy- 
des correspondants. En particulier, les hydroxydes racemiques peuvent etre obtenus a partir de melanges 
30 des hydroperoxydes correspondants par traitement avec un reducteur naturel, par exemple le sulfate 
ferreux ou la cysteine dans le solvant approprie selon la technique decrite par H. D. Belitz & W. Grosch 
dans Food Chemistry, Springer Verlag, Berlin, 1897, page 172 et H. W. Gardner, J. Agr. Food Chem., 1975, 
23, 129. 

L'hydroxyde de la formule (8) du tableau I sous les deux formes enantiomeres (S) et (R) est isole a 
35 partir de plantes differentes, alors que la forme racemique a egalement ete isolee de sources naturelles. 

En particulier, Tacide (-)coriolique est isole de Coriaria nepalensis (13R) par J. H. Tallent dans Tetr. 

Letters, 1966, 4329; Tacide ( + )coriolique (13S) de Mannina emarginata , dans R. C. Powel et al. dans J. 

Org. Chem., 1967, 32, 1442 et sous forme racemique, d'huile d'absinthe essentielle, dans The Lipids 

Handbook, Chapman et al., Londres, 1986, 133 . 
40 Les hydroxydes et hydroperoxydes peuvent etre soumis separement aux micro-organismes sous la 

forme d'acides libres ou esterifies ou de glycerides, ou en melange de deux ou de plusieurs produits. Dans 

le premier cas, on obtiendra une seule lactone et, dans les autres, des melanges de produits. 

Les micro-organismes preferes utilisables dans le cadre de la presente invention sont choisis dans le 

groupe constitue de Cladosporium suaveolens , Cladosporium cucumberinum , Pichia etchellsii , Sporobolo- 
45 myces salmonicolor , Candida lipolytica et Fusarium poae . Rhodotorula glutinis, Kloeckera saturnus, 

Sporobolomyces roseus, Cladosporiurn~~capsici, Pichia membranaefaciens, " Pichia pamtoris, Hyphopichia 

burton i, Kluyveromyces lactis, Aspergillus oryzie, Geotricum klebahnii, Saccharomyces cerevisiae, Saccha- 

romyces delbrueckii and Moni linia fructicola. Ces micro-organismes sont disponibies aupres des centres de 

recolte. 

so D'autres micro-organismes capables d'effectuer I'oxydation en beta sont decrits dans le brevet USA n° 

4 560 656 et dans le brevet EP-A-258 993. 

Selon un autre aspect, I 1 invention fournit un procede pour la preparation d'une gamma- ou delta-lactone 

selon la formule generale (I) citee ci-dessus, dans laquelle R est une chaTne alkylique lineaire saturee ou 

mono-insaturee comprenant de 8 a 10 atomes de carbone et dans laquelle Ri est alkylene comprenant 2 
55 ou 3 atomes de carbone, comportant Toperation consistant a cultiver, dans un substrat comprenant un 

produit choisi dans le groupe constitue : 

- du produit de la photo-oxygenation de Tacide oleique, d'un de ses esters avec les alcools inferieurs en 
Ct-C* et de ses glycerides, 
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- du produit de I'auto-oxydation de matieres grasses comprenant de I'acide oleique, un de ses esters avec 
des alcools inferieurs en Ci -C* et ses glycerides, 

un micro-organisme capable d'effectuer I'oxydation en beta dudit produit. 

Les produits precites de la photo-oxyge nation et de I'auto-oxydation comprennent des melanges 
d'isomeres d'hydroperoxydes d'acide oleique contenant en majeure partie le compose presentant une 
double liaison a la position 10 et le groupe hydroperoxydes a la position 9, ainsi que le compose presentant 
une double liaison a la position 8 et le groupe hydroperoxydes a la position 1 0. 

Les hydroxydes correspondents peuvent etre obtenus par reduction des produits precites selon la 
maniere decrite precedemment. 

En particulier, if est possible d'obtenir un bon rendement en gamma-dodecanoiide a partir de derives 
d'acide oleique. 

Les micro-organismes utilisables selon cette forme de mise en oeuvre sont les memes que ceux decrits 
precedemment. 

La lactone desiree est obtenue a partir des precurseurs cites plus haut dans des conditions de 
croissance variables et dans des delais relativement courts, compris entre 24 et 60 heures. De maniere 
typique, les micro-organismes sont maintenus en contact avec les matieres indiquees plus haut a des 
temperatures comprises entre 20 et 30 * C. 

L'agent nutritif dans lequel s'effectue la croissance prealable des micro-organismes est du type 
classique. De preference, la culture se deroule avec agitation dans la phase de degradation qui conduit a la 
production de la lactone, alors que la production de la biomasse utilisee comme agent de preinoculation 
peut etre effectuee soit en phase stationnaire, soit avec agitation. 

On a en outre d^couvert que le rendement de production des gamma- et delta-lactones, dans le 
procede selon I'invention, peut etre grandement ameliore gr^ce a I'addition au substrat, tel que defini dans 
la presente description, d'acide ricinoleique ou de ses esters. On sait que plusieurs microorganismes, 
notamment ceux decrits en rapport avec la presente invention, sont capables d'effectuer une beta-oxydation 
de I'acide ricinoleique ou de ses esters; cependant, le produit de la beta-oxydation est le gamma- 
decanolide, qui est, en revanche, produit en quantite tres limitee au moyen du substrat selon cette 
invention. 

On a decouvert que I'addition au substrat d'acide ricinoleique ou de ses esters a un effet stimulant sur 
I'activite des microorganismes que Ton a cites ci-dessus dans la production des gamma- et des delta- 
lactones de formule (I). L'addition d'acide ricinoleique ne semble pas influer sur la cinetique du procede 
microbiologique, mais seulement sur I'activite. Autrement dit. on obtient le rendement maximum dans les 
memes delais que ceux necessaires pour obtenir le rendement maximum en I'absence d'acide ricinoleique 
ou de ses esters. 

De preference, on ajoute I'acide ricinoleique ou ses esters au substrat dans un rapport aliant de 1:2 a 
2:1 et les microorganismes preferes dans ce mode de realisation sont Candida lipolytica et Rhodotorula 
glutinis. 

Comme il est connu, la forme lactonique du compose souhaite est sujette a une isomerisation avec la 
forme hydroxyacide correspondante et I'extraction de la lactone implique done la transformation de 
I'hydroxyacide en la lactone correspondante. 

Pour I'extraction de la lactone, on procede par filtration du bouillon de culture sur de la Celite® qui est 
lavee avec de I'acetate d'ethyle, puis on soumet la phase aqueuse de pH acide, de preference pH 5, a 
I'extraction a I'acetate d'ethyle, au moins deux fois dans la mesure possible. Les phases organiques reunies 
sont extraites deux fois avec de la solution a 5% de carbonate de potassium pour eliminer les composants 
acides. Par la suite, la phase organique, sechge sur du sulfate de sodium, est evaporee et le residu est 
distille a 150* C sous 3 mm Hg pour obtenir le compose sous la forme lactonique. 

Pour ameliorer le rendement en lactone, il est possible de transformer en lactone I'acide correspondant 
en portant le pH entre 1 et 5, de preference entre 1 et 3, en ajoutant un acide approprie et en rechauffant le 
milieu acidifie a une temperature comprise entre 50 et 110* C, de preference comprise entre 90 et 100* C, 
pendant une periode allant d'environ 10 minutes a 2 heures en fonction de la temperature. On peut separer 
la lactone du milieu par entratnement a la vapeur a partir de ce milieu acidifie. 

Dans les exemples suivants, les quantites de la lactone produite sont exprimees en pour-cent resultant 
d'analyses CGL Lorsqu'elle est signage, la chiralite des composants obtenus a ete determinee par la 
methode decrite par M. Gessner et al. dans Z. Lebensm Unter Forsch, 1988, 186 , 417. 



EXEMPLE 1.- 
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On soumet 1 g d'un melange d'acides hydroxylinoleiques a des cultures de Cladosporium suaveolens . 
On extrait le bouillon de culture apres un jour, puis on elimine le solvant et on obtient une huile brute 
contenant : 





Pourcentage 




par CGL 


gamma-5-decenolide 


5,2 


gamma-decanolide 


1.0 


delta-decanolide 


6,7 


gamma-6-dodecenolide 


6,3 



EXEMPLE 2.- 

On soumet 1 g d'un melange d'acides hydroxyoleiques a des cultures de Cladosporium suaveolens . 
On obtient une huile brute comprenant 2,4% de gamma-dodecenolide. 



EXEMPLE 3.- 

On soumet 300 g d'un melange d'acides hydroxylinoleniques a une culture de 300 ml de Cladosporium 
s. Le melange utilise est le produit de la photo-oxygenation d'acide linolenique reduit avec des ions Fe 2 ou 
de la cysteine pour donner un melange des hydroxydes des formules (10), (12), (14), (16), (18) et (20) du 
tableau I avec un rapport entre les constituants de 23:13:12:14:13:25. 

Apres 24 heures d'incubation, I'extrait a la composition suivante : 



gamma-hexanolide 


0,5% 


delta-7-decenolide 


7,2% 


gamma-6,9-dodecadienolide 


9,0% 


delta-octanolide 


0,9% 


gamma-5-decenolide 


1,3% 


gamma-5,7-decadienolide 


3,4% 



EXEMPLE 4.- 

On soumet 300 mg d'un melange d'acides hydroxylinoleiques a une culture de 300 ml de Cladospo- 
rium suaveolens (5 g par litre d'extrait de viande). Le melange utilise, obtenu par photo-oxygenation de 
I'acide linoleique, puis reduction, comme decrit dans I'exemple 3, contient un melange des hydroxydes (2), 
(4), (6) et (8) du tableau I dans un rapport de 32:17:17:32. Apres 24 heures d'incubation, on obtient : 



gamma-5-decenolide 


11% 


gamma-decanolide 


1% 


delta-decanolide 


16% 


gamma-6-dodecenolide 


20% 



EXEMPLE 5.- 
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Dans 17 matras contenant chacun 100 m! d'eau et 25 mg de melange d'hydroxyperoxydes de I'acide 
linoleique, contenant les composes (1), (3), (5) et (7) dans un rapport de 32:17:17:34, on ajoute une 
suspension aqueuse de cellules de Cladosporium suaveolens obtenue dans des eprouvettes. Apres 24 
heures, les extraits reunis concentres donnent 70 mg d'huile brute contenant : 



gamma-5-decenolide 


0,8% 


delta-decanollde 


2,6% 


gamma-6-dodecenolide 


0,7% 



EXEMPLE 6.- 

La procedure de I'exemple 5 est repetee tout en ajoutant dans chacun des matras 100 mg d'un 
melange d'esters methyliques d'acides hydroxylinoleiques. 

Apres 48 heures d'incubation, les extraits reunis et concentres donnent une huile brute contenant : 



gamma-5-dgcenolide 


7,8% 


delta-decanolide 


4,3% 


gamma-6-dodecenolide 


28% 



EXEMPLE 7.- 

On ajoute dans chacun des 10 matras contenant 100 ml de culture de Cladosporium suaveolens 100 
mg d'un melange d'esters methyliques des acides hydroxylinoleiques (ensemencement directement dans 
I'eau distillee a pH 7). 

Apres 7 jours, les extraits reunis et concentres donnent une huile brute contenant : 



gamma-5-decenolide [dont 40% d'isomere (R) et 60% d'isomere (S)] 
gamma-6-dodecenolide [dont 53% d'isomere (R) et 47% d'isomere (S)] 
gamma-decanolide [dont 7% d'isomere et 93% d'isomere (S)] 



5,1% 

18,5% 
1,2% 



EXEMPLE 8.- 

On incube 3 matras de 100 ml de culture de Pichia e. inoculee avec un melange de 300 mg 
d'hydroxydes racemiques de I'acide linoleique pendant 24 heures. L'extrait concentre et distille dans une 
ampoule donne 20 mg d'huile brute contenant : 



gamma-5-dec6no!ide 

gamma-decanolide 

gamma-6-dodecenolide 

gamma-decanolide [dont 23% d'isomere (R) et 77% d'isomere (S)] 



13% 
1,3% 
2,2% 
22% 
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EXEMPLE 9.- 

On repete la procedure de I'exemple 8 en utilisant le micro-organisme Fusarium poae et on obtient 
apres fermentation pendant 24 heures une huile brute contenant : 



gamma-hexanolide 
gamma-decanolide 

gamma-5-decenolide [dont 61 % d'isomere (R) et 39% d'isomere (S)3 
gamma-6-dodecenolide [dont 20% d'isomere (R) et 80% d'isomere (S)3 




75 EXEMPLE 10.- 

On repete la procedure de I'exemple 8 en utilisant le micro-organisme Sporobolomyces salmonicolor . 
On utilise 300 mg d'acides hydroxylinoleiques separes par chromatographie liquide en deux fractions A et 
B. 

20 Apres une incubation de trois jours, les huiles brutes presentant les concentrations suivantes sont 
obtenues : 







Huile brute 


Huile brute 


25 




fraction A 


fraction B 




gamma-nonanolide 


0,36% 


0,62% 




gamma-5-decenolide 


2,4% 


0,34% 




gamma-decanolide 


1 ,0% 


0,46% 




delta-decanolide 


14,1% 


0,5% 


30 


gamma-6-dodecenolide 


7,12% 


0,92% 




gamma-dodecanolide 


0,36% 





35 



EXEMPLE 11.- 



40 



On opere selon la procedure de I'exemple 8 en utilisant Candida lipolytica et les acides hydroxylinolei- 
ques separes en deux fractions chromatographiques A et B, et on obtient les huiles brutes presentant les 
concentrations suivantes: 



45 





Huile brute 


Huile brute 




fraction A 


fraction B 


gamma-5-decenolide 


19,7% 


3,2% 


delta-decanolide 


1 ,5% 


0,2% 


gamma-6-dodecenolide 


0,66% 


0.2% 



50 



EXEMPLE 12.- 



55 



On opere selon la procedure de I'exemple 8 en utilisant Cladosporium cucumberinum avec 300 mg 
d'acides hydroxylinoleiques separes en fractions A et B, et, apres sept jours, on obtient : 
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Huile brute 


Huile brute 




fraction A 


fraction B 


gamma-5-decenolide 


2,6% 


0,65% 


gamma-decanolide 


1,07% 


0,33% 


delta-decanolide 


1.15% 


0,12% 


gamma-6-dodecenoiide 


0,7% 


0,5% 



70 



EXEMPLE 13.- 



75 



On introduit dans 750 ml de culture de Ciadosporium suaveolens 2 g d'huile de tournesol photooxydee 
dans i'acetonitrile en presence d'un photoactivateur naturel (cercosporine), puis reduite (fraction chromato- 
graphique A). Apres 48 heures, on obtient une huile brute contenant : 





gamma-5-decenolide 


1,7% 


20 


gamma-decanolide 


0,3% 




gamma-6-dodecenolide 


4,1% 



25 



La fraction B de I'huile de tournesol photooxydee et reduite donne dans des conditions analogues 



30 



gamma-5-decenolide [dont 49% d'isomere (R) et 51% d'isomere (S)] 
gamma-decanolide 

gamma-6-dodecenoIide [dont 76% d'isomere (R) et 24% d'isomere (S)j 



1 ,5% 
0,3% 
2,1% 



35 EXEMPLE 14.- 

On soumet 800 mg d'acide (R)-coriolique [acide (R)-1 3-hydroxy-cis-9,trans-1 1 -octadecenoique] a des 
cultures de Pichia e. et, apres 24 heures, on obtient une huile brute contenant 35% de (R)-delta-decanolide. 

40 

EXEMPLE 15.- 

On soumet a une culture de Pichia etchellsii 800 mg d'acide (S)-coriolique obtenus par lipo-oxygenation 
d'acide linoleique avec des lipo-oxygenases de soja (FLUKA) selon le procede decrit par B. Axelrod dans 
45 Methods in Enzymology, 1981, page 441, puis par reduction avec des sels ferreux et, apres 24 heures, on 
obtient une huile brute contenant 40% de (S)-delta-decanolide. Le meme compose peut etre produit a I'aide 
de Ciadosporium s. . 

Le procede conforme a i'invention fournit done la possibility d'obtenir des composes utiles dans 
I'industrie a partir de sources peu coQteuses derivant des matieres grasses qui n'ont plus aucune autre 
so valeur alimentaire. Comme il resulte des exemples portant sur les micro-organismes examines, le proces- 
sus de degradation de I'hydroxyde ou de I'hydroperoxyde sous la forme optiquement active est enantiose- 
lectif, grSce a quoi il est possible de produire la lactone desiree avec une purete 4nantiomere e levee. 



55 Exemple 16 

On soumet les esters methyliques des acides contenus dans I'huile de tournesol, obtenus par 
transesterification avec du methanol en presence de lipase microbienne, a une photooxydation en presence 
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de cercosporine, comme substance photodynamique, et de lumiere du soleil, en faisant passer de I'air dans 
la solution dans I'acetonitrile, On utilise 10 g des esters methyliques indiques ci-dessus dans 100 ml de 
CH 3 CN et 1 g de cercosporine avec la lumiere du soleil et I'air. 

A Tissue de la reaction, on concentre la solution des hydroperoxydes a un faible volume et on reprend 
5 le residu avec de I'ethanol et on ajoute 3 g de sel de sodium de L-cisteine, tout en agitant vigoureusement. 
On poursuit I'agitation pendant deux heures et on extrait le melange des esters methyliques des acides 
gras hydroxytes avec de ('acetate d'^thyle. Le produit resultant est soumis a une hydrolyse avec de la 
lipase pour donner les hydroxyacides correspondants a pH 8,5 dans un systeme a deux phases constitue" 
de chlorure de m6thylene/eau. Les hydroxyacides sont recuperes dans la solution acide par extraction, 
70 suivie d'une elimination du solvant. 

On inocule 500 mg des hydroxyacides dans 5 flacons, contenant chacun 100 ml d'une culture de 
Rhodotorula glutinis (extrait de viande 2 g/l) 

Au bout de trente heures d'indubation a 30 °C, I'extrait a la composition suivante : 



gamma-5-decenolide 


4,5% 


gamma-decanolide 


1,1% 


delta-decanolide 


9,9% 


gamma-6-dodecenolide 


5,5% 



20 



25 



Exemple 17 

On reprend la procedure de I'exemple 16 en utilisant 5 flacons, contenant chacun 100 ml d'une culture 
de Kloeckera saturnus . La composition de I'extrait est la suivante : 



30 



gamma-5-decenolide 


30% 


gamma-decanolide 


1% 


delta-decanolide 


3% 


gamma-6-dodecenolide 


19% 



35 



Exemple 18 

On reprend la procedure de I'exemple 16, en utilisant 5 flacons, contenant chacun 100 ml de culture de 
Sporobolomyces roseus. L'extrait a la composition suivante : 



gamma-5-decenolide 


0,8% 


gamma-decanolide 


3,9% 


delta-decanolide 


0,4% 


gamma-6-dodecenolide 


3,7% 


gamma-dodecanolide 


2,3% 



Exemple 19 

On reprend la procedure de I'exemple 16, en utilisant 5 flacons, contenant chacun 100 ml d'une culture 
de Cladosporium capsici. L'extrait a la composition suivante : 
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gamma-5-decenolide 


1,1% 


gamma-decanolide 


1,2% 


delta-decanolide 


1 ,2% 



Exempie 20 

On inocule 200 mg d'un melange du produit obtenu par photooxygenation d'huile de pepin de raisin, 
selon la procedure de I'exemple 16, dans 100 ml d'une culture de Kluyveromyces lactis. Au bout de dix-huit 
heures, I'extrait obtenu a la composition suivante : 



gamma-5-decenolide 


0,9% 


gamma-decanolide 


1,9% 


gamma-6-dodecenolide 


8,9% 



Exempie 21 

On applique la procedure de I'exemple 20 a des cultures de Hyphopichia burtoni . Au bout de dix-huit 
heures I'extrait a la composition suivante : 



gamma-5-decenolide 


24% 


gamma-decanolide 


4% 


delta-decanolide 


5% 


gamma-6-dodecenolide 


28% 


gamma-dodecanolide 


14% 



Exempie 22 

On applique la procedure de I'exemple 20 a 3 flacons, contenant chacun 100 ml d'une culture de Geo 
tricum klebahnii. Au bout de trente heures, i'extrait a la composition suivante : 





gamma-5-decenolide 


0,9% 


45 


delta-decanolide 


0,8% 




gamma-6-dodecenolide 


0,9% 




gamma-dodecanoiide 


0,1% 



50 



Exempie 23 

On melange une quantite, indiquee sur le tableau ll, colonne 2, du substrat hydroxyacide obtenu selon 
I'exemple 16, avec une quantite, indiquee sur le tableau II, colonne 3, d'acide ricinoleique. Les melanges 
sont mis en suspension dans 100 ml d'eau, contenant 2% en poids d'extrait de viande et 0,02% en poids 
de Tween. Les melanges sont sterilises et incubes avec les cultures de Candida lipolytica , obtenues a 
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partir d'une culture en pente avec de I'eau distillee ou a partir d'un pre-inoculum. Les cultures sont agitees 
a 27-30 *C pendant le temps indique sur le tableau I. A I'instant indique, on arrete la fermentation en 
amenant le pH a 2 et on effectue I'extratlon par solvant en ajoutant un etalon interne (gamma-Cn). Le 
solvant est evapore et le residu est distille a 100-120* C sous un vide d'environ 0,1-0,3 mm Hg. Le produit 
resultant contenant les lactones recherchees est pese et analyse. Les resultats obtenus avec differents 
rapports du substrat et de I'acide ricinoleique et differents temps sont indiques sur le tableau II. 



Exemple 24 

On suit la procedure de I'exemple 23 en utilisant Rhodotorula glutinis . 
Les resultats figurent au tableau III. — 

TABLEAU II 



t(n) 


Substrat 


Acide 


t CiqA5 


5Cio 


■yCl 2A6 


yC\2 


1 +2+3+4 






ricinoleique 














ml/100 ml 


ml/100 ml 


mg/100 ml 


mg/1 00 


mg/100 ml 


mg/1 00 


mg/100 ml 










ml 




ml 




15 


4 


1 


42 


6,5 


23,5 


15 


87 


15 


4 


2 


60 


8 


28,5 


22 


118.5 


24 


4 


0 


61,5 


15,5 


55 


38 


194 


24 


4 


2 


85,5 


9,5 


85 


57 


231 


24 


4 


4 


136,5 


8 


68 


41 


254 


30 


4 


0 


85 


1.5 


81 


35 


175 


30 


4 


4 


132,5 




62 


26 


220 


30 


4 


8 


118,5 


7 


191 . 


95,5 


412 



Les quantites de substrat et d'acide ricinoleique sont exprimees en ml/100 ml de culture et 

les quantites des lactones en ml/100 ml de culture 

7C10A5 = gamma-5-decenolide 

5C10 - delta decanolide 

7C12A6 = gamma-6-dodecenolide 

-/Ci2 = gamma-dodecanolide 



TABLEAU III 



t(n) 


Substrat 


Acide 


-yCioA5 


cSCio 


7C12A6 


7C12 


1+2+3+4 






ricinoleique 














ml/100 ml 


ml/100 ml 


mg/100 ml 


mg/100 


mg/100 ml 


mg/100 


mg/100 ml 










ml 




ml 




12 


4 




15,5 




9 


7 


31,5 


12 


4 


8 


30 


0.25 


38 


32,5 


101 


48 


4 




2,1 




2,7 




5 


48 


4 


8 


12 




9,5 


7 


28,5 


48 


8 


4 


27 




18 


18,5 


63.5 


55 


8 


8 


1,5 




103 


45 


149,5 


144 


8 


4 


110 




64 


53,5 


227,5 


144 


8 


4 


135 




146 


48,5 


329,5 
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Revendications 



1.- Proced§ pour (a preparation d'une gamma- ou d'une delta-lactone selon la formule generale : 



R - 



(I) 
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dans laquelle R est une chatne alkylique lineaire saturee, mono-, di- ou tri-insaturee comprenant de 2 a 10 
atomes de carbone et Ri est alkylene comprenant 2 ou 3 atomes de carbone, comportant ('operation 
consistant a cultiver, dans un substrat contenant un compose choisi dans le groupe constitue des 
15 hydroxydes ou hydroperoxydes d'acide linoleique et d'acide linolenique, d'un de leurs esters avec les 
aicools inferieurs en Ci-C+, de leurs glycerides et de leurs melanges, un micro-organisme capable 
d'effectuer une oxydation en beta desdits composes. 

2. - Procede suivant la revendication 1, dans lequel le substrat est !e produit de la photo-oxyge nation de 
I'acide linoleique ou linolenique, llbre ou esterifie\ avec des aicools inferieurs en C1-C4 et des glycerides qui 

20 les contiennent. 

3. - Procede suivant la revendication 1, dans lequel ledit substrat est !e produit de I'auto-oxydation des 
matieres grasses contenant de I'acide linoleique ou linolenique. 

4. - Precede* suivant la revendication 1, dans lequel ledit substrat est le produit de la lipo-oxygenation de 
I'acide linoleique ou linolenique ou des melanges qui les contiennent avec des lipo-oxygenases naturelles. 

25 5.- Procede pour la preparation d'une gamma- ou delta-lactone suivant la formule generale (I), dans lequel 
ledit substrat comprend un hydroxyde d'acide linoleique ou linolenique obtenu par reduction des produits 
definis dans Tune quelconque des revendications 2 a 4. 

6 Procede pour la preparation d'une gamma- ou delta-lactone suivant la formule generale (I), dans laquelle 
R est une chaTne alkylique lineaire saturee ou mono-insaturee comprenant de 8 a 10 atomes de carbone et 
30 dans laquelle R1 est alkylene comprenant 2 ou 3 atomes de carbone, comportant I'operation consistant a 
cultiver dans un substrat comprenant le produit choisi dans le groupe constitue : 

- du produit de la photo-oxyge nation de I'acide oleique, d'un de ses esters avec les aicools inferieurs en 
Ci-C* et de ses glycerides, 

- du produit de I'auto-oxydation de matieres grasses comprenant de I'acide oleique, ses esters et les 
35 glycerides qui le contiennent, 

un micro-organisme capable d'effectuer I'oxydation en beta dudit produit. 

7. - Procede suivant la revendication 1, dans lequel ledit substrat comprend un hydroxyde d'acide oleique 
obtenu par reduction d'un des produits cites dans la revendication 6. 

8. - Procede suivant Tune quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel ledit micro-organisme est choisi 
40 dans le groupe constitue de Cladosporium suaveolens , Cladosporium cucumberinum , Pichia etchellsii , 

Sporobolomyces salmonicolor , Candida lipolytica et Fusarium poae , Rhodotorula glutinis, Kloeckera 
saturnus, Sporobolomyces roseus, Cladosporium capsici, Pi chia membranaefaciensT Pichia pamtoris, Hy- 
phopichia burtoni, Kluyveromyces lactis, Aspergillus oryzae, Geotricum klebahnii, Saccharomyces cerivP 
siae, Saccharomyces delbrueckii and Monilinia fructicola . 
45 9.- Procede suivant la revendication 1 pour la preparation de (SJ-delta-decanolides, dans lequel ledit 
substrat comprend I'acide (S)-1 3-hydroxy (ou hydroperoxy)-cis-9,trans-1 1 -octadecenoTque et dans lequel le 
micro-organisme employe est choisi dans le groupe constitue de Pichia etchellsii et de Cladosporium 
suaveolens . 

10. - Procede suivant la revendication 9, dans lequel ledit hydroxyde ou hydroperoxyde est obtenu par lipo- 
50 oxygenation de I'acide linoleique avec des lipo-oxygenases de soja. 

11. - Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 10, dans lequel ledit hydroxyde ou 
hydroperoxyde se presente sous une forme optiquement active. 

12. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 11, dans lequel I'acide ricinoleique ou son 
ester est ajoute au substrat 

55 13. Procede suivant la revendication 12, dans lequel le rapport entre le substrat et la quantite d'acide 
ricinoleique et de son ester est dans la gamme de 1:2 a 2:1 . 

14. Procede suivant la revendication 12, dans lequel le microorganisme est choisi dans le groupe constitue 
par Candida lipolytica et Rhodotorula glutinis . 
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